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The use of oligonucleotides (A) bonded to an intercalation 
agent for selectively blocking a nucleic acid sequence is new. 

(A) consists of an oligonucleotide or oligodeoxynucleotide 
(opt. contg. modified nucleotides), complementary to the 
sequence to be blocked , to which is covalentiy bonded the 
intercalating gp. 

MORE SPECIFICALLY 



(A) are of formula; 

B X 
I 

— o — p 

II 

0 



B 

— J 

OR' 



B = same or different, opt. modified, nucleic acid base; 



B(4-B3B, 4-B4A1) 



X = same or different, O" , S", alkoxy or aikyl (opt. substd. 

by N-heterocyclyl), aryloxy, aminoalkyl. aminoalkoxv, 

thioalkyl or -Y-Z; 
R and R l - H or -Y-Z; 
Y = alkylene , 0 

— f-O-fr alkylene)- or -Y-O-Y; 

Z = intercalating residue; 

J = H or OH; 

n = zero or integer. 

USE 

(A) are useful: 

(1) for bIoclung_repJicntion /development of a virus, bacteria 
or parasite (esp. influenza or herpes virus); and 

(2) for blocking expres sion of a jEg nc_coding for resistance to 
antibiotics, antivirals or antiparasitic agent*. Alternatively, 
rAT~fire~"eom piemen tar 5'" for oncogenic genes. 

(A) can be formulated with antibiotics, antiparasitic 
agents, antivirais or antitumour agents. 

PREFERRED 



£P- 169787- A* 



© 1986 DERWENT PUBLICATIONS LTD. 
128, Theobalds Road, London WC1X 8RP, England 
US Office: Derwent Inc. Suite 500, 6845 Elm St. McLean, VA 22101 
Unauthorised copying of this abstract not permitted. 



o 



o 




NH- 



cr 




OMe 



(Z a ) 



EXAMPLE 

^♦ Th * e ^ d \ T - T - T - T ^ c H 2 ),-Z 3 (A') was prepd. from a 
protected T 4 see FR 8301223) by reaction with *-<omega- 
hydroxypentyla m ino)acridiiie in the presence of mesitylene- 
sulphonyltetrazolide. then deprotcction 

Monolayers of CV1 cells were infected with SV 40 virus 
and 2 hr. later transferred to a nutrient medium cont* 80 ' 

KL° f (A ^' AftCF 3 days at 37 ° C ' the cel * examined; 
^nt^? P * ? gen2 V ffeCt was only 2U compared with 75% for 
controls not treated with (A'). This amt. of (A') had no toxic 
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© Application d'oligonucleotides lies a un agent intercalant, notamment a tttre de medicament. 
© L'invention concerne l'appiication de composes oligonu- 
cleotides lies a un agent intercalant pour le blocage setectif 
d une seouence d'acide nucleique. dans laquelle ces compo- 
ses sont constitues par un oligonucleotide ou un oligode- 
soxyn-cleotide constitue d'un enchainement de nucleotides 
nature! ou modifie complementaire de la sequence d'acide 
nucleique a bloquer selectivement, su- iequel se trouve fixe 
par une liaison covalente un groupe d intercalation. 

Ces produits sont utiles notamment comme medica- 
ment. 
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APPLICATION D'OLICOiv-UCLZOTIDES LIES A UK AGENT 
IlfTERCALANT, NOTATC-SNT A TITRE DE MEDICAMENT. 



La prSsente invention concerne 1 1 applicati on 
d 'oligonucleotides lies a un agent intercalant au blocage 
sSlectif de 1' expression d'un gene. 

Plus particulierement, la presente invention 
concerne 1 'application de composes oligonucleotides lies 
S un agent intercalant pour le blocage selectif d'une 
sequence d'acide nucleicue, dans laquelle ces composes 
sont constitues par un oligonucleotide ou un oligodesoxv- 
nucleotide constitue d'un enchalne.me.nt de nucleotides 
naturel oumodifie co^plementaire de la secuence ti-acid, 
nucleicue a bloquer selectivement , sur lequel se trouve 
fixe par une liaison covalente un groupe d ' intercalation . 

II convient de remarquer que dans le cadre* de 
la presente demande, les tern.es "blocage selectif" ont 
un sens tres general mais s ' a PP liquent , de preference, a 
un "blocage in vivo". Ainsi , il peu t s'agir du blocaae 
d une sequence impliquee dans 1 • initiation , la propagation 
ou la tenninaison de la replication d'un acide nucleicue 
de la transcription d'un ou plusieurs genes et/ou de leuv 
traduction. 
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Mais, 11 peut s'agir aussi ci'une action de 
protection qui rend la sequence "bloquee" inaccessible 
pour une enzyme ou un compos§ chimique par exemple. 

Parmi les composes utilisables dans la presente 
application, il faut citer plus parti culierement les 
composSs de formule : 



B 

— J 
0 _ 0. 



B 



-J 

— OR' 



(i: 



10 



15 



20 



dans laquelle : 

les radicaux B peuvent gtre identiques ou 
differents et representent chacun une base c'un aciae 
nucieique naturelle ou modifier ; 

les radicaux X, qui peuvent €tre identiques 
ou differents, representent chacun un oxoanion 0© , 
un thioanion S © , un groupe alkyle , un croupe alcoxy, 
aryloxy, alcoxy ou alkyle substitue par un heterocycle 
azote, un groupe aminoalkyle, un groupe aminoalcoxy, 
un groupe thioalkyle ou un groupement -Y-z • 

R et R', qui peuvent Stre identiques ou 
differents, representent chacun un atome d'hycrocene 
ou un groupement -Y-z dans lequel : 

Y represente un radical alcoylene droit ou 

ramifi# -alk- ou un radical E 

i 

- P - 0 - alk - dans lequel 
0 
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E peut avoir les m§ncs si cr.i i ie^tlcns que X ; 'ju bitn un 
radical -Y M -0-Y' oC Y" et Y* peuvent avoir les signi- 
fications donn§es pour Y ; et 

Z est un radical correspondant S un agent 
d ' intercalation ; 

J repr§sente un atome d'hydrog£ne ou un groupe 

hydroxy ; 

n est un nombre entier y compris 0. 

II convient ce remarquer que la formule I 
reprfisente un enchalnement de nucleotides qui peuvent 
§tre identiques ou differents, n indiquant simpler-ant 
le nombre de nucleotides compris dans la molecule ; 
n est ce preference un nombre compris entre 1 et 50 ct 
de preference entre 1 et 25. 

Les agents d 1 intercalation Z sont des composes 
connus dans les techniques touchant au>: acides nucleiques 
il s'agit ce composes capables de "s 1 intercaler " cans la 
structure des ADK ou des ARK. 

Ces agents d 1 intercalation sont, en general, 
constitues par des composes polycycliques ayant une con- 
figuration plane tels que l'acridine, la f urocoumarine , 
la daunomycine, la 1 , 10-phenanthroline , la phenan- 
thridinium, les porphyrines, 1 'ellipticine ou l'ellipti- 
cinium et leurs derives. 

Parmi les significations de Z, trois seront 
utilisees plus particulierement : 

- le groupe oxy-8-psoralene (Z') t 

- le groupe m§thoxy-2-chloro-6-amino-9-acridine (Z") , et 

- le groupe amino-9-acridine (Z 111 ) 

Le radical B est, de preference, constitue par 
une base naturelle d'un acide nucieique, par exemple la 
thymine, l'ad§nine, la cytosine, la guanine cu l'uracile 
mais, il est £galemsr.t possible d'utiliser des bases 
d'acides nucleiques modifiees, comme la 2-amino-acenine 
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et Bes dGrivSs substitu£s, par exemple sur le N 6 ->ar un 
groupe aminoalkyldne ou par un groupe azidoph£nylalkyl£ne 
ou la guanine substitute sur le 0^, par exemple par un 
groupe (w-alkylftne) -9-acridine ; ou la 8- (oo-aminoalkyl) - 
ar?.inoad£nine et ses d§riv§s substituSs sur le NH^ en w par 
un groupe acridine ; ou des d§riv§s halog6n£s ou azid§s, 
par exemple la 5-bromo-uracile ou la 8-azidoadcnine . En 
outre, 11 est possible d'utiliser des d£riv§s photo- 
activables des bases. 

Le radical X, bien qu'il repr§sente de prefe- 
rence un oxoanion, peut avoir d'autres significations ; 
lorsque le radical X represente un groupement alkyle, 
il s'agit de preference d'un groupement alkyle inferieur 
en C ] a C ? et, par exemple, les groupements §thyle, 
methyle ou propyle ; lorsque le radical X represente un 
groupe alcoxy, il s'agit de preference d'un groupement 
alcoxy inferieur en C 1 a C 7 , par exemple le groupement 
methcxy ou ethoxy ; lorsque X repr§sente un groupement 
amino-alkyle ou amino-alcoxy , il peut s'agir d'un groupe- 
ment amino-ai kyle mono-substitue , disubstitue ou bien 
d'un radical amino sous forme de sei d' ammonium quater- 
naire, dans ces conditions, les substituants sont, de 
preference, des radicaux alkyles inferieurs comme definis 
precedemment ; quant a la chalne alkyle ou alcoxy reliant 
le radical amino au phosphore, il s'agit de preference 
d'une chaine droite ou ramifiee comportant de 1 a 10 
atomes de carbone ; lorsque le radical alkyle ou alcoxy 
est substitue par un heterocycle azote, il s'agit' 
notamment de cycle sature a 5-6 chainons comportant 
un atome d* azote qui peut etre quaternaire ; enfin, 
lorsque le radical X est un radical thioalkyle, il 
s'agit de preference d'un radical thioalkyle inferieur, 
c'est-a-dire qui comporte entre 1 et 7 atomes de carbone. 

R ct R', outre la signification hydrogene, 
peuvent repr§senter notamment : 

a) - alk - Z 
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b) 



i 

p 



- O - alk - Z 



c) 



- alk - 



E 
I 

0 - P 



- O - alk - Z 



5 



d) 



E 
i 

P - 



0 - alk - O - 



- 0 - alk - Z 



Le radical -alk- est de preference un 
5 radical alcoylene droit ou ramifi6 ayant de 1 § 10 

atomes de carbone . 

La pr§sente invention concerne egalement 
1 ' application des composes pr§c§dents sous forme de sel 
avec des bases ou des acides, et les composes sous 
0 forme racSmique, ou sous forme d'isomeres R ou S 

optiques purifies ou en melange. 

L'objet de la presente invention est, en 
particuiier, i 1 application de ces composes pour realiser : 

1°) Le blocage specifique des genes cellulaires 
5 prealablement choisis, 

2°) Le blocage selectif de la replication 
et/ou du developpemer.t de virus, bacteries ou parasites. 

Ce blocage est obtenu par la formation de 
complexes d 1 interaction specifique entre les composes de 
0 formule I et les sequences nucleiques complementaires . 

Selon la presente invention, on peut contrclcr 
l'expression d'un g£ne en utilisant un compost de forir.ule 1 
dont la s§quence est complfimentaire de celle d'une region 
specifique du gene ou de I'ARN messager correspondant . 
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La replication d'un ADN ou d'un AkN peut §tre bloqu§c 
par un compose de formule I dont la sequence est com- 
piementaire d'une region de regulation, d'initiation . 
ou de propagation de la replication. 
5 Si le produit de l'expression du g&ne vise 

est vital pour le virus ou pour ia bacterie cu pour le 
parasite, ou si la replication de 1 1 ADN ou de l'ARN 
est bloquee, alors les composes de formule A agiront 
ccmme substances antivirales ou conune antibiotiques ou 

10 comme produits antiparasi taires . 

Si le produit de 1' expression du gfene vise 
n'est pas vital pour l'organisme, on peut alors modulcr 
ou supprimer sSlectivement ses effets. Dans ce cas, les 
compos§s de formule I agiront par exemple soit conune 

15 substances antitumorales , lorsque le gene vise est un 

g&ne oncogene ou un gene implique dans 1 1 immortalisation 
ou la transformation cellulaire, soit conune une substance 
qui permet de supprimer le caractere de resistance aux 
antibiotiques, aux antiviraux et aux antiparasitaires 

20 lorsque le gene vise est le ou les genes de resistance 

correspondants . 

Ainsi, on peut, par exemple, biocuer la 
synthese de ia proteine 32 du bacteriophage T4 en 
utilisant les composes suivants (voir 1' exemple XVII) : 

25 T-T-T-A-A-(CK 2 ) 5 Z n 

T-T-T-A-A-T-T-T-A-A- (CH 2 ) 5 Z" 
T-T-T-A-A-T-T-T-A-A-T-T-T-A-A- (CH 2 ) 5 Z" 
dont les sequences sont compiementaires de la region 
situee en amont du codon d' initiation sur l'ARN messager 

30 (voir tableau III) . 
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De m£me, I'exemple XVIII montrt qu'on pcut 
rfiprimer le g§ne de la 6-lactamase gui est responsable 
de la r§sistance des bactfiries aux antibiotiques cor,- 
portant le cycle 6-lactame en utilisant les sequences 
5 suivantes : 

5' C-C-OT-G-A- (CH 2 ) 5 2" 

5* T-A-A-C-C-C-T-G-A- (CH 2 ) 5 2" 

qui sont compl§mentaires de 1? region d' initiation de 
la transcription de cc g&ne. 
20 Selon la presente invention, cn peut inhibc-r 

le d§veioppement d f un virus oncogene ou ncn oncogene 
en employant un compose de formule I dont la sequence 
est ccinpl§r.entai.re d'une region specif icue d'ADN ou 
d'ARN viral. 

15 L'heptanucleotide 5 r A-A-A-G-C-A-G- [CY: 0 ) - Z n 

dont la sequence est complementaire de celle des extrer.itas 
3' terminales des 8 ARN du virus de la grippe de type A 
(Desselberger U., Racaniello V.R. , Zagra J.J. et Palese ?. 
(1980) Gene *, 315-328) inhibe totalement I'effet 

20 cy topathogene de ce virus (voir exemple XIX) . 

Parmi les trois virus suivants : virus SV 40, 
virus de la grippe A/WSN et virus de l f herpes, qui ont ete 
soumis a l 1 action des composes : 
5« T-T-T-T-T-T-T-T- (CH 2 ) 6 Z" , 

25 5 1 T-T-T-T-T-T-T-T-Et , et 

HO(CH 2 ) 6 Z", 

seul le virus SV 40 qui possede la sequence : 4 
5 ' 1' *"T — T— T **T— T — T — T 



3 ' A-A-A-A-A-A-A-A 

30 au voisinage de l'origine de replication et de transcript 

des genes precoces (Soeda E . et Miura K.I. (1979) FZ2Z 
Letters 101 , 359-362) est sensible au compost (T-) 3 {CH-, > 
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L'octathymidate (T-) g Et depourvu du groups intercalant 
2" est inactif vis-a-vis de ces virus ; tandis que 
I'effet cytotoxique du compose H0(CH 2 ) g 2 M est trop 
important pour que son activity antivirale puisse §tre 
mise en evidence (voir exemple XX) . 

Les composes de la presente invention possfcdent 
done a ia fois une grande selectivity et une forte* affinity 
pour les sequences nucl§iques cibles. Cette forte af finite 
specificue se traduit ainsi par la tr£s faible toxicite 
des composes de l 1 invention vis-a-vis des cellules saines 
(voir exemples XIX et XX) . 

Ces resultats montrent que les composes de la 
presente invention peuvent etre utilises soit pour reguler 
1 'expression d'un gene, soit pour bloquer le dSveloppe- 
ment d*un virus, d'une bacterie ou d'un parasite. Les 
composes de formule I, par leur grande af finite specif ique 
pour les sequences nucieiques complementaires , sont a la 
fois superieurs aux oligonucleotides seuls qui possedent 
une affinite plus faible pour les sequences complementaires 
et a 1' agent intercalant seul qui est toxique vis-a-vis 
des cellules saines par manque de specif icite. 

Les composes selcn la presente invention sent 
done applicables a titre de medicament dans le traitement 
des maladies d'origine virale, bacterienne ou parasitaire, 
et egalement a titre c'agent antitumcral. lis peuvent 
egalement §tre utilises pour rendre sensibles a different* 
antibiotiques , antiviraux ou antiparasitaire§ , des souches 
jusque ia resistantes en bloquant les genes responsables 
de cette resistance, 

Les dosages et les voies d 1 administration de 
ces composes pourront varier suivant la nature de 1 'affection 
traitee et du type d» activity a attendre pour le compose. 

La presente invention concerne egalement des 
compositions pharmaceutiques comportant a titre de principe 
actif au moins un medicament tel que dScrit pr6c§denunent , 
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seul ou en associatic: *\ * . ■;. : : ^t: c^ , ur ; ant^- 
parasitaire, un antiviral ou agent an ti tumoral , ains: 
qu'un support acceptable dans le domains pharmaceutics. 

Selon la prfisente invention, on peut amGliorer 
l'efficacitfi des composes de formule I par des modifica- 
tions diverses, par exemple au niveau des groupes 
phosphoesters, au niveau du bras reliant 1 'oligonucleotide 
3 1 'intercalant, au niveau des bases nucieiques. Par ces 
modifications, on peut par exemple augmenter l'af finite 
de ces substances pour les sequences d'acides nucieiques 
compiementaires , rendre ces compos§s stables vic-S-vis 
des nucleases et faciliter leur passage a travers lt?s 
membranes cellulaires . 

On peut augmenter 1* af finite des composer dc 
1* invention pour les sequences nucl6iques compiementaires 
en rempla^ant le groupe adenine par le groupe amino-2-acG:, ; 
qui permet de cr§er une liaison hydrogene supplemental re 
avec le 0-2 de la thymine ou de I'uracile des aciaes 
nucieiques . 

On peut aussi augmenter l'af finite des composes 
de 1' invention pour les sequences nucieiques complements! rc 
en remplagant partiellement ou totalement les groupes 
phosphodiesters soit par des groupes phosphotriesters ou 
phosphonates neutres, soit par des groupes porteurs de 
charges positives. Dans le premier cas, cette modification 
permet de reduire ou de supprimer les repulsions electro- 
statiques entre les charges negatives des groupes phcphc- 
diesters d 1 oligonucleotides et les charges negatives de 
la sequence compiementaire d'acide nucieique. Dans le 
second cas, les modifications augmentent l'af finite 
vis-a-vis des sequences compiementaires par attraction 
eiectrostatique . 

La substitution de n groupes phosphodiesters 
par n groupes phosphotriesters ou phosphonates conduit j 
la formation de n^ stereoiscm£res dont les proprietes 
physicochimiques et biochimiques peuvent §tre tres d.iif-' r 



9 



10 



01 69787 



Le tableau suivant compare les temp§ratures 
de demi-dissociation des complexes form§s entre le poly(rA) 
et les ollgothymidylates I dont le groupe phosphodiester 
est remplac§ ou non par un groupe mSthylphosphonate. Ces 
r§sultats montrent cue la substitution des groupes 
phosphodiesters des composes I permet d'augmenter leur 
affinity pour la sequence nucl§ique coi? t pl§mentaire . 



10 
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p -5- o(ck 2 ) 5 ; 

0 /2 



0-P-) 0(CH 2 ) 5 2" 



Configuration 
du groupe 
m6thylphosphonate 



S 
R 

(R,S) 



x l/2 

"PcT 



41 
9 
28 



31 




% o 



15 



20 



Les valeurs de ont §te determinees pour 

un rapport 1:1 (T: A) a la concentration de 5 x 10~ 5 M en 
intercalant et dans un tar.pon a pH 7 contenant 10~ 2 M 
cacodylate de sodium et 0,1 M NaCl. 

Selon la presente invention, la substitution 
des groupes phosphodiesters par des groupes phospho- 
triesters ou phosphonates neutres,ou mieux, charges 
positivement , apporte § la chalne nucl§otidique une plus 
grande stability vis-a-vis des nucleases. Par exerr.ple, 
les compos§s r§pondant a la structure suivante : 
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0 - P -] 0(CH 2 ) m Z" avec X - Me cu 0E: 



ne sonL pas degrades par les exonucleases telles que 
I'exonuclease extraite de la rate de veau et du venin, 
de serpent (1 • inactivity de cette derni&re est due au 
blocage de 1 *hydroxyle-3 ' ) . 

Les composes suivants : 

T cP t • 
H0 v -0-P-0 Lo - ?f avec x . n _ rv J 



\ 



0 



^ avec X = 0-Cr' - v 

S 0(CH 2 ) 5 Z " 2 C N— ' 

ou o(c«, )_:V:. 



sont a la fois stables vis-a-vis ce ces exonucleases 
et de l'endonuclease Pj extraite de Penicillium citriurr, 
dans les conditions oil le dinucleoside TpT est totaiement 
degrade par ces enzymes. 

La synthase des nouveaux composes de la 
presente invention peut etre realisee selon des precedes 
analogues a ceux deja decrits dans le brevet francais 
n° 33 01223 du 27 janvier 1983. 

Parmi ces composes, on peut citer, par exeir.pie, 
les composes de formule : 
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H[0^-0 - 



Me T (K 1 

I* I I \ 

V - 0. f- 0 - P - 0 V 

0 ^ o /n ^ 



Mc 
I 

- 0 - P - 0(-CH.) -Z 

I 



dQ:-c-A-(CH 2 ) n zJ 



10 



d[C-C-C-T-G-A-(CH-) zl 



d [t-a-a-c-c-c-t-g-a- (ci;,) z ] 

I n - 1 

d[A-A-A-G-C-\-G-(CK.) 7-] 



d [A-G-C-G-A-A-A-G-C-A-G- (CH-) z] 

z n 



d[A-G-C-A-A-A-A-G-C-A-G-(CHj 2 ] 



d (C-T-G-C-T-T-T-(CK 2 ) Z] 



d[c-C-TH>C-T-T-T-T-C-C-(CK~) Z 1 

2 n J 



d [c-C-T-G-C-T-T-T-T-G-C- (CH~ ) zl 

z n 4 

d [C- C-T-G -C -T- T-T-C- G- C- (CH, ) Z "I 

z n J 

d[T-C-G-T-C-G-(CH_) z] 
z n J 

d[G-G-C-A-T-C-G-T-C-G-(CH.) zl 

^ n J 



Les exemples suivants sont destines 3 illustrer 
15 d'autres caract§ristiques et avantages.de 1' invention, mais 
ne la limitent §videmment nullenent. 
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EXEMPLE I 

T-T-T-T- (CH 2 ) 5 Z' ■ 1 

1) (DMTr) T + T^T + T+ ( CH 2 } 5 2 ' " " ' 

On fait rSagir pendant 1 heure 5 la temp§rature 
5 ambiante un m§lange de 1 Equivalent de (DMTr) tItItTt- 

Ar (pr§par§ selon le brevet frangais n° 83 01223), 1,5 
Equivalent de (w-hydroxypentylaminc) -9 acridine et 2 equi- 
valents de mSsithylfene-sulfonyltStrazolide (MST) dans la 
pyridine anhydre. Apr&s avoir d§truit 1'excSs du retctif 
lO de couplage par addition de l'eau glacee, le produit est 

extrait avec du chloroforme puis purifiS sur gel de si] ice 
en utiiisant les m§langes CH 2 Cl 2 ,MeOH (99:1 90:10, v/v) . 

2) On fait reagir sous agitation pendant une nuit et 
15 a la temperature ambiante le t6tranucl§otide prepare 

precedemment avec une solution molaire en acide benzo- 
hydroxamique et en 1 , 8-diazabicyclo (5,4,0) undec-7-ene 
(DBU) dans la pyridine anhydre et en utiiisant 10 equivalents 
d' acide benzohydroxamique-DBU par Equivalent de phosphoester 

20 aryle a deproteger. On neutralise le milieu reactionnel avec 

du D0V7EX 50 (forme pyridinium) , on filtre et lave la resine 
avec un melange eau,Me0H (1:1, v/v), puis on chasse le 
solvant sous vide. Le residu cbtenu est traite avec de 
1" acide acetique a 80 % pendant 1 a 2 heures S la tempera- 

25 ture ambiante. On §limine 1 ! acide acetique sous vide par 

coevapcration plusieurs fois avec de l'ethanol ; on rc:-r« 
le residu avec de l'eau puis on lave la phase aqueuse av. . 
de 1' ether. Le produit est purifie par chromatographic 
liquide & haute performance (HPLC) d'abord par echangc d ' v~ 

30 puis en phase inverse. Les temps de r§tention du procu;: 

purifiG sont donn§s dans les tableaux I et II. 
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EXEMPL5 II 



Cctathymidilate d§riv£ d'acide m§thylphosphonique 
dont la configuration est sous forme de melange 
de st§r§oisom$res . 

) - P - 0-(CH,), Z" 

8 A 26 




10 



1 ) DMTrO - 0 - P 

\f II 



Me T 
P - 0 Lo - 

il Nl 



Ar 

I 

P - 

ii 
o 



Ar 
0 



T Me T 0 

v h O-P-0 1- O-P-^CKE 
N il \J || 



0,2 mir.ole de dinucl§otide DMTrO 

0 0 

(pr§par§ selon le brevet frangais n° S3 01223) est traite 
pendant 2 heures Ma temperature ambiante avec 4 ml c'une 
solution de pyridine- triSthylamine (2:1, v/v). On chasse 
le solvant sous vide puis on lave le solide obtenu avec 
de I'fither. 



Ar 



2) 



/ T Me T 0 
DMTr [0 I O-T-0 I 0-F- ] OCNEt 



Le dinuclectide DMTrO 



\ 



Mc 
I 

- O-P-0 

il M 



Ar 

0 
I 

0-P-O-CKEt 
II 
0 



(0,1 mole) 



est trait§ avec 1,5 ml d'acide benzene sulfonique (2 % en 
solution dans le chloroforme, methanol, 7:3 , v/v) a 0°C 
pendant 15 minutes. Le m§lange est repris avec 20 ml de 
chloroforme et lav§ avec une solution aqueuse de NaHC0 3 a 
5 % puis 3§ch<§ sur Na 2 S0 4 et concentre sous vide. A ce 
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r§sidu on ajoute 0,12 nmoie de diester prGparG d'apr^s 
II-l. AprSs avoir s£ch£ le melange par co§vaporation 
avec la pyridine, on ajoute au r£sidu 1,5 ml de pyridine 
anhydre et 0,3 nur.ole de MST et on laisse le m§lange 
r§actionnel 3 la temperature ambiante pendant 2 heures 
sous agitation puis on termine la preparation comme dans 
l'exemple 1-1. Rendement = 65 %. 



3) 



DMTr I 



N 



Me T 
0-P- 0 - 0-P- 



OCKE: 



On opere comme dans l'exemple II-l et l'exemple 
en rempla^ant le comoos€ T Me T 0*" 

I 1 1 
DMTrO. K 0-P-0 v - 0-P-O-CKEt 

par le compose 

.1.1 I \ 

CNEt , 



DXTr 0 



\ 



- 0-P-0 v h 0-P- 0- 
0 0 7 

on obtient 1 1 octathymidylate qui est purifie sur silice 
en presence du 
(43:2:55, v/v) 



en presence du systeme de solvants : CH 2 C1 2 , eau, acetone 




Ar 



1 
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(pr6par§ par action de la triethylamine sur le triester 
II-3 selon I'exemple II-l) est couple avec la mfethoxy-2- 
chloro-6 (w-hydroxyhexylamino) -9 acridine (2 equivalents) 
en presence de MST (3 equivalents) dans la pyridine 
anhydre, Aprfcs avoir detruit I'exc&s du reactif de 
couplage par addition d'eau glacee, le produit est extrait 
avec du chloroforme puis purifie sur gel de silice en 
presence du systSme de solvants : CH 2 C1 2 , eau, acetone 
(20:5:75, v/v) . 

5) La deprotection du compose II-4 est realisee 

comme dans l'exenple 1-2 sauf pour la desarylation qui 
n£cessite environ 24 heures ; le produit est ensuite 
purifie par chromatographic liguide 3 haute performance 
(HPLC) . Les tableaux I et II donnent les temps de retention 
du produit purifie. 

EXEMPLES III et IV 



Octathymidylates derives d'acide methylphospho- 
nique dont la configuration est scus forir.e 
d'isomere S (III) et d'isomere R (IV) 




En partant de chacun des isomeres S (oua) et 



R (ou6) du dinucieotide 




II 
0 
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(pr£par§s selon le brevet fransais n° 83 01223) et en 
operant selon l'exemple.II en rempla^ant la m§thoxy-2 
chloro-6 (ui-hydroxyhexylamlnc) -9 acridine par la m§thoxy-2 
chloro-6 (a-hydroxypentylamino) -9 acridine, on a pr§par§ 
les octathymidylates dont les groupes mSthylphosphonates 
pos^&dent soit la configuration S (III) soit la con- 
figuration R (IV) . 

Les temps de retention des produits purifies 
sont rEunis dans les tableaux I et II. 




Les groupes mEthylphosphonates internucleotidi 
pussfedent la configuration S. 



no 

\l 



Me 
I 

- O-P-O-CCH^-Z" 
II ^ -> 



Le 5 ' -0 (dimethoxytrityl) thymidine -3 ' methyl - 
phosphonate (prepare selon le brevet fran^ais n° 83 01223] 
(1 Equivalent) est traite pendant 2 heures sous agitation 
a la temperature ambiante avec la methoxy-2 chloro-6 
(w-hydroxypentylamino) -9 acridine (2 Equivalents) en 
presence de MST (3 Equivalents). Or; detruit l'exces de 
MST par addition d'eau glacee, extrait le produit forme 
avec du chloroforme puis on purifie par chromatographic 
sur gel de silice. Le produit est ensuite detritylE par 
un troitement avec l'acide benzdne sulfonique (2 l en 
solution dans le chloroforme, methanol (7:3, v/v) a 0°C 
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pendant 15 minutes. Le melange est repris avec du chloro- 
f orme et. lav§ avec une solution aqueuse de NaHCO^ 3 5 I 
puis s§ch§ sur Na2S0^ et concentrS sous vide. Le produit 
est purififi par chromatographie sur gel de silice. 



2) En couplant I'isom^re S du t§tranucl§otide 

Ar 

ff T y i(s T 0 
°\" 0 "p*"°\I" 0 ~^~ ) U Equivalent) avecle compost 

^ 0 N i/ 2 

X Me 

HO rO-P-o-(CK ) Z ,r (1/2 §auivalent) en presence de 

\r j -2 5 

MST (3 §quivalents) et en operant conune dans I'exemple I, 
on a obtenu le pentathymidylate dont le temps de retention 
en HPLC est donn§ par le tableau II. 



EXEMPLE VI 



d T - G - A - (CK 2 ) 5 2" 



1) 



d bz A + (CH 2 ) 5 2" 



Le compose (DMTr ) dbzA+ (CH 0 ) " (?. mmole) 
(brevet fran<;ais n° 63 01223) est traite pendant 15 minutes 
a 0°C avec 10 ml d'une solution d'acide benzene sulfonique 
a 2 % dans le chloroforme, methanol (7:3, v/v) / La solution 
est reprise avec du chloroforme et lavee avec une solution 
aqueuse de NaHC0 3 a 5 % puis sechee sur Na^SO^ et concentree 
sous vide. 
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2) (DMTr) dT + ib G - Ar 

Le dinucieotide (DMTr) dT+ibG+CNEt (2,2 nmole) 
(prepare selon ie brevet frangais n° 83 01223) est traitfi 
pendant 2 heures 3 la temperature ambiante avec 3 ml d'une 
solution de pyridine-triethylamine (2:1, v/v) . On chasse 
le solvant sous vide puis on lave le solide obtenu avec .de 
1 'Sther. 

3) (DKTr) dT + ib G + bz A 4 (CH 2 } 5 Z " 

Les composes dbzA+ (CH 2 ) 5 Z " et (DMTr) dT^ibS-Ar 
sor.t melanges puis seches par coevaporation plusieurs roib 
avec la pyridine anhydre. A ce residu on ajoute 10 m] 
de pyridine et 3 mmoles de MST puis on laisse 1 a 2 heuru: 
sous agitation a la temperature ambiante. On uetruit l'ey.ci- 
du reactif de couplage par addition de l'eau glacee, on 
extrait le produit avec du chloroforme puis on seche in 
solution chloroformigue sur Na 2 S0 4 . Apres avoir chasse le 
solvant sous vide, le produit est purifie sur gel de 
silice en utilisant successivement les systemes de solvant 
CH 2 C1 2 ,H 2 0, acetone (46:2:52 et 40:2:58, v/v). 

4) Le trinucleotide Vl-3 (1 equivalent) est traitc 

pendant une nuit a la temperature ambiante avec une 
solution molaire de CgH.-C-NHOH-DBU dans la pyridine (on 

0 

utilise 10 equivalents de C g H 5 -C-NHOH-DBU par equivalent 

0 

de groupe arylphosphoester a deproteger) . A cette sciutier. 
on ajoute ensuite 2 volumes de solution de soude molairo 
dans MeOK f K 2 0 (2:1, v/v) puis on continue 1' agitation 
pendant 2 jours a la temperature ambiante. Apr&s avoir 
neutralise le melange reactionnel avec une resine anicr.:--- ■ 
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(forme pyridinium) , on chasse le solvant sous vide, puis 
on traite le r§sidu obtenu pendant 1 § 2 heures 3 la tem- 
perature ambiante avec de l'acide acetique A 80 * . On 
tarmine la preparation comme dans l'exemple I. 

Le temps de retention du produit puiifie est 
donn§ dans le tableau II. 

EXEMPLES VII 5 XVI 

En utilisant des oligonucleotides intermediates 
prepares selon les proc§d§s d§crits dans le brevet francjais 
n° 83 01223 et en operant comme dans l'exemple VI pour les 
§tapes de d§tritylation , de d§cyano§thylation et de 
couplage, on prepare les oligonucleotides prot£y£s selon 
les sch§mas donn.es ci-apres ; on eiimine ensuite les 
groupements protecteurs comme dans l'exemple VI en 
augmentart la dur§e de d§protection pour des sequences 
plus longues (2 jours pour la c§sarylation avec le couple 
acide benzohydroxamique-DBU) . Les oligonucleotides 
■deprot§gSs VII § XVI sont ensuite purifies par echange d'ion 
puis en phase inverse sur Cjg- Les tableaux I et II donnent 
les temps de retention des composes prepares. 
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(DMTr ) danC-Ar danC~C NEt 

I I 



MST 



(DMTr)danC'anC?CNEt 



!Tr danC-Ar danC+anC+CNEt 

I 



,MST 

(DKTr ) danC+anC+anC+CNEt 
I 

i NET 3 
(DMTr)dsnC*anC+anC-Ar 



(DMTr)dT^ibG-bzA* (CK 2 ) t Z' 



J3> 



<3T*ibG+bzA + (CK 2 ) 5 Z" 



MST 



(DMTr) danC+anC+anC^T+ibG+bzA+(CH 2 ) 5 Z' 



1) C 6 H 5 CKH0K,DBU 

2) 0^ ° 

3) H® 



d ^C-C-C-T-G-A-(CH 2 ) 5 Z" J 
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EXEM?LE VIII 



(DMTr)T-Ar 

L 



J 



MST 



dbzA*bzA*CNEt 



(DMTr) dT*bzA+bzA+CKEt 
KE t _ 



I' 



(DMTr) danC?anC5anC7T*ibG+bzA7 (CH 2 ) 5 Z' 



I' 



(DKTr) dT+bzA^bzA-Ar 



danC?anC*^nC+T^ibG+bzA : f(CK 2 ) 5 2 ,, 



MST 



(DKTr) dT + bzA*bzA*anC + anC~ar.C+T7ibG+bzA + (CH 2 ) 5 Z" 



1) C,K c CNH0H ,DBU 
6 3 li 



2) OK 



3) H 



|^T-A-A-C-C-C-T-G-A-(CH 2 ) 5 Z"] 
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SXEMPLE JX 



(DKTr) dbzA*ibC-Ar danC*bzA*CNE t 



(DKTr ) dbzA+bzA-Ar 



Just 

(DKTr)db7.A~ibG + anC + b^A + CKEi 
dbzA*ibG*anC"bzA+CNEt 



MST 

(DMTr) dbzA*bzA+bzA+ibG+ jnC'bzA+CNE t 

NEC. 



(DKTr) dbzA + bzA + bzA+ibG^nC + bzA-Ar dibG«(CK 2 ) 



MST 

(DMTr) dbzA+bzA*bzA+ibG+anC+bzA+ibG? (CH 2 ) $ Z 



1) C - H.CNHOH , DBU 
6 5 II 



2) OK 

3) H© 



d[A-A-A-G-C-A-C-(CH 2 ) 5 Z H ] 
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24 



EXP1PJ.E x 

(DMTr)db^ibC-Ar da nC* i bG^CNC t 

' ' — i ' 

Jkst 

(DMTr) dbzA*ibC*anC*ibC r CNEt 
l NEt 3 

(DKTr) dbzA*ibC*anC*ibC-Ar dbrA«bzA*b2A* ibC^anC + bzA* ibC + COl.,) 



KST 



(DKTr )dbzA*ibC*anC~ibC*b2A+biA+bzA*ibG+anC*bzA*ibC* (CH. ) . 2' 



1) C-H-CNHOH.DBU 

2) 01^ 

3) H© 



d |a-C -C-G -A- A-A-C-C- A- C- (CK 2 ) 5 Z"J 



* 0 9*9, 



o o 0 , 



a "» 



, o o 

o o 



9 

J 0 



o 



o 
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25 



EXEMFLE XI 



(DMTr^dbzA*ibC-Ar danC+b lA ♦CUE; 



KST 



(DMTr) dbrA*ibC*anC*biA*CNEt 



• l KEt 3 



(DKTr ) c2brA*ibC*atiC"b 2 A- Ar dbzA*bzA*bz A *i bC *a nC^bzA- ibC ♦ (Cl» ) r Z" 

2 l> 



MST 



(Dh'Tr) Gb2A^ibC-anC~bzA7bzA"b2A*b2A^ibG^anC7bzA + ibC* (CH 2 ) 5 2 M 

1) C~H.CKHOH,DBU 
6 5|, 



2) 0 



3) K 



d [a-C-C-A-A-A-A-C-C-A-G- (CH^Z"] 



V A*- °° 



jOo ° ° o 



5 



BOO C 
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EXEMPLE XII 



(DMXr ) dibG^anC-Ar T + T* CNEt 

I 



MST 

1 

(DMTr )dibG+anC+T+T»CNEt 



H 



,© 



(DKTr)danC^T-Ar 
I 



dibG+anC+T*T*CNEt 



MST 



(DKTr) danC+T+ibG^anC+T+T+CNEt 



NEt , 



(DKTr) danC+T+ibC+anC+7+T-Ar 



T+(CH 2 ) 5 Z° 



MST 



(DHTr ) danC + T + ibG+anC+T + T + T^(CH 2 ) 5 Z 



1) C,H t CNH0H,DBU 

O 3 " 



2) 
3) 



t 

0 



d [c-T-G-C-T-T-T-(CH 2 ) 5 Z*] 
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2XEKTLE XIII 



(DMTr)danC*T*ibC+anC*T*T*CNEt 



(DKTr)danOAr d£nC«T«ibC+an(>T + T + CNEi 



MS T 



(DKTr) danC*anC+T+ibG5anC+T+T+CKEt 



(DHTOdanC+anC^T-ribG^anC^T + T -Ar 



dT^T+ibG+anC"(CH 2 ) 5 2 ' 



(DMTr ) da n C+anC"T+ ib G +an C+T+T+T+T + i bG + anC~ (CH^) Z" 

1) C,H-CKH0H t DBU 

o o 

2) 0K^ 



3) rf 



[c-C-T-G-C-T-T-T-T-G-C-(CH 2 ) 5 2 n ] 
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EXEMPLE XIV 



(DMTr)danC?anC?T*ibC*anC*T*T-Ar dT*anC?ibC*anC+ (CH 2 > 5 Z n 



HST 



(DMTOdanC'anC^T? i bC*anC* T*T*T* a nC* i bC'an ( CH 2 ) $ Z " 



1) C 6 H 6 CNHOH ,DHU 

2) OH® 

3) H© 



d [c-C-T-G-C-T-T-T-C-G-C-(CK 2 ) 5 Z"] 



29 
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EXEMPLE XV 



(DMTr) «JT<onC5 ibC*CNEt 



NEt 



(DMTr)dT*anC*ibC-Ar 





dT+anC ibC«CKEt 



KST 



(DMTr) dT^anC+ibG+T^anC^ibG+CKEt 

NEC, 



(DMTr ) dT*at:.C + ibC + T*anC + ibG-Ar 



H0(CH 2 ) 5 2" 



v 



MST 



(DMTr) dT+anC? ibC?T+anC+ ibC* ( CHj) jZ' 

1) C,H«.CNH0H,DBU 

2) 0}P 



,© 



3) H 



[t-C-G-T-C-G- (CK 2 ) 5 2"] 
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(DMT r ) ciibC + ibG* anC*bzA*CNEt (DKT r ) dT* a n C" ib G*T« anC~ ibG ♦ ( CH 



NEt , 



(D.^TrJdibG^ibG^flnC^bzA-Ar 



dT*anC~ 1 bC~ T'ar.C * ibC * < . ' ; , 



MST 



(DMTr)dibG^ibG^anC^bzA^T^anC^ibG^T + aTiC^ibG+(CH 2 ) 5 Z M 



1 ) C r K.CKH0K,DBU 

2) OlH 

3) V© 



^G-G-C-A-T-C- 



G-T-C-G- (CH 



31 
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EXEMPLE XVII 

Action des compos§s I sur l'expression 
du g£ne 32 du phage T4 

Le tableau III donne la sequence du g$ne 32 du 
5 phage T4 au voisinage du site d' initiation de la traduction 

de 1 1 ARN messager. Le brin supfirieur fcodant) correspond 
a la sequence de cet ARN messager (en remplasant T par U) . 
La traduction de 1 1 ARN messager est regul§e par le produit 
du g£ne 32 (prot§ine 32 ou gp 32) . Les oligonucleotides 

10 de formule g£n£rale I qui ont 6t§ synthStises et decrits 

dans le brevet fran?ais n° 83 01223 sont repr§sent£s dans 
la partie infSrieure. lis sont complSmentaires de s§quences 
r£p§t§es situ§es en auiont de la sequence "Shine et Dalgarno" 
responsable de la fixation de-j ribosomes. Les trois compos&s 

15 I synth§tis£s comportent 5, 10 ou 15 nucleotides ; ils sont 

li§s par leur groupement 3' -phosphate au groupe methoxy-2- 
chloro-6- (cd-pentylamino) -9-acridine , schematisee par 
(CH 2 ) 5 Acr. 

L'effet de ces oligonucleotides sur la synthase 
20 de la protSine gp 32 a §t£ £tudi€ dans un systeree de 

t.r an script i cn -traduction in vitro prepare a partir de la 
souche D10 d' E. coli , appele S-30. Ce systeme comporte 
les macronol§cules et les organites necessaires a la 
transcription et 3 la traduction d'un ADN exogene comportant 
25 les sites de regulation pour ces processus. L 1 ADN utilise 

est le plasmide pKH13 d§crit par H.M. KRISCH et B. ALLET 
(1982) Proc. Nat. Acad. Sci. 79, p. 4937-4941. Ce plasmide 
construit a partir de pBR322 comporte une insertion de 
2 000 nucleotides provenant du ginome de T4 , dont le gene 
30 32 portant une mutation ambre en position 116 de la chalne 

prot§ique. Celui-ci dirige la synthase d'une prot§ine 
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raccourcie ccp 32) par rapport A la procaine 32 nonaa** 
Cette protfiine raccourcie ne rSgule pas sa propre synthase 
cor.trairement & la prot6ine 32 complete. Dans le systSme 
S-30, la synth&se de protSines command§e par pKH13 est 
effectu§e en pr§sence de methionine 35 S ; 1 'analyse est 
faite sur gel de polyacrylamide S 15 %, r§v§l§ par auto- 
radiographic. On constate que 1 1 oligonucleotide 
de m£me sequence ne portant pas 1 'agent d ' intercalation 
n'a pas d'effet sur la synthase de pg'32. Un 8-m6re 
(T-) 0 (CH-)£ Acr) dont la sequence n'est pas complement:.:- 
d'une sequence du g&ne 32 n'a aucun effet sur la synth-t 
de gp'32. Le 15-mSre coupi§ S l'acridine inhibe ' Sgalement 
la synthase de la proline gp'32. Le m§me oligonucleotide 
sans intercalant n'a pas d 'activity. Les r§sultats obtenu: 
d§montrent qu'il est possible d'inhiber 1 'expression 'V U: -. 
g£ne defini par bloquage de sa traduction £ 1 1 aide ^'oH^ 
nucleotides lifis a un agent d 1 intercalation lorsque Id 
sequence de 1 1 oligonucleotide est complementaire d'une 
sequence portee par l'ARN messager. 
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E XEMPLE XVII I 

Action des compos6s VI, VII, VIII sur la 
transcription du g6ne de la ^-lactamase 

Le tableau IV donne la s§quence du g£ne bla 
de la g-lactamase port§ par le plasmide pBR322 et le 
transposon Tn3 et qui est responsable de la resistance 
des bact6ries aux antibiotiques de la famille des 
B-lactames (pfenicilline , ampicilline ...). Le gene £ lr : 
port6 par le plasmide pBR322 provient originellenerit 
d f une bact§rie du type Salmonella paratyphi B . 

Le tableau IV indique le site d'initiatior 
de la transcription du gSne bla (position + 1 sur la 
s§quence) . En dessous se trouve indiquee la region 
supposee ouverte par la RNA polymerase lorsqu'elle 
fixe sur le promoteur du gene bla . Dans la partie 
inf§rieure du tableau' IV sont rappel§s les trois oligo- 
nucleotides li§s 3 1' agent d ' intercalation 2" (ici 
represents par (CK 2 ) 5 Acr) 

La transcription du gene bla par la RNA 
polymerase d' E. coli (produit Boehringer) a ete suivie 
a la fois sur le plasmide pBR322 et sur un fragment de 
750 paires de bases contenant le promoteur et une partie 

importante du g&ne bla. Ce fragment a ete obtenu par 
action des enzymes de restriction PstI et EcoRI . En 
utilisant trois nucleotides triphosphates (ATP, GT? «t^tjl 
en exces (100 fois) par rapport a l'UTP marqu<§ par ur 
en position a, on obtient des transcrits dc ccurte 
marques radioactivement . Ces transcrits sen; separor: 
de polyacrylamide en presence d'urSc 7 a et revele.:- 
autoradiographic. Pour assurer une initiation s?;vc- v 
de la transcription, un dinucleoside monophosphate 
peut 6tre ajout§ au syst&me de transcription. 
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L'Stude de I'effet des composes des exemples 
VII et VIII sur la transcription du gfene bla a permis 
de constater que ces deux composes bloquent la trans- 
cription du gfine 3 37°C. L'effet est sp6cifique : en 
5 effectuant l'fitude sur le plasmide pBR322 qui porte 

plusieurs g&nes, seulement une partie des transcrits est 
affect&e par les composes des exemples VII et VIZI , ceux 
qui sont initios au niveau du pzomoteur du g£ne bla. 
L'effet observ§ requiert la pr§sence de l'agent d'inter- 
10 calation : un oligonucleotide de m£me sequence cue VII 

et VIII n'a pas d'effet sur l'initiation de la trans- 
cription du g§ne bla . Une longueur minimum de ^oligo- 
nucleotide est nScessaire : le compose VI (trois nucleotides) 
n'a aucun effet. 

15 Ces experiences demontrent cu'il est possible 

de bloquer seiectivement 1 'expression d'un gene de 
resistance I un antibiotique en inhibant 1' initiation 
de la transcription de ce gene. La sp§cificite est obtenue 
par synthese d'une sequence d 1 oligonucleotide complementaire 

20 du brin non codant de 1 'ADK du voisinage du site d' initia- 

tion de la transcription (en amont) . 
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EXEMPLE XIX 

Activitgs inhibitrices de la multiplication 
du virus SV40 

Le virus SV40 est caract§ris§ par un genome 
d'ADN circulairc 3 double brin. La replication de JL'ADN 
dfirrarre dans un site determine du genome, appelfe 
"origine de replication n , constitu§ d' environ une centaine 
de nucleotides. Une sequence de 17 paires de bases A.T. , 
et plus particuliSrement un double brin polydA.polydT, 
se trouvent 3 l'interieur de l ! origine de replication. 
L ' existence de cette sequence polydA.polydT permet 
d'envisager le blocage de 1 'initiation de la replication 
virale par le biais d'un oligothymidilate couple a une 
molecule intercalante. 

L f effet de differents composes a ete examine 
vis-a-vis de la multiplication du virus SV40 en cultures 
de cellules renales de singe (cellules CV1) : 
HO(CH 2 ) 5 Acr, T-T-T-T-Et, T-T-T-T- (CHj) 5 Acr , 
T-T-T-T-T-T-T-T-Et et T-T-T-T-T-T-T-T- (CK 2 ) g Acr , 
(les composes (T-) A (CH 2 ) ^Acr et (T-) g (CH 2 ) 6 Acr sent 
obtenus selon ie brevet fran^ais n° 83 01223). 

Des monocouchss de cellules CV1 obtenues apres 
culture a 31°C, 10 % C0 2 , en boites de Petri de 9 cm 2 , 
sont videes de leur milieu de culture (milieu Eagle 
modifie par Dulbecco contenant 7 % de serum de veau fetal, 
2 m>! glutamine, 0,22 % de bicarbonate sodique, 40 yg/ml 
de penicilline et 40 yg/ml de streptomycine) et inocuiees 
avec 0,2 ml d'une suspension de SV40. La dilution de 
virus dans un tampon phosphate isotonique a ete choisie 
de fa$on telle § obtenir dans les cultures temoins environ 
75 % de destruction cellulaire (75 % d'effet cytopathegene) 
apres 3 jours d ' incubation . Apres 1 heure de contact a 37°C, 
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; : inocuiun. cm retire et 2 ml du meme milieu contenant 
ou non les prcduits 3 §tudier sont ajout§s. Apr&s 3 jours 
d 1 incubation i 37°C, sous une atmosphere Si 10 I de C0 2 , 
les couches cellulaires sont examinees S I'aide d'un 
microscope inverse (25 x 10) . Des cultures de cellules 
non infect§es par le virus et trait§es avec les produits 
ont £t§ aussi examin§es pour dSceler des effets cytotoxiqu 
^ventuels. Les pourcentages de destruction cellulaire dar.£ 
les cultures infect§es (effet cytopathog&ne) et dans ]e: 
cultures non infect§es (effet cytotoxique des produits) 
sont indiqu§s dans le tableau V. 
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D^s faibles inhibitions de la multiplication 
virale (jug6e par l'effet cytopathog£ne) sont obtenues 
avec les oligothymidilates non coupl§s £ de 1' acridine. 
Les produits (T-) 4 Et et (T-) g et donnent respectivement 
5 64 I et 50 % d'effet cytopathogfcne par rapport a 75 I 

dans les cultures non trait&es. En revanche, les deux 
ol igothymidilates comportant le groupe acridine 
(7-) (CH 2 ) 5 Acr et (T-) g (CK 2 ) 6 Acr a la concentration 
de 40 yg/ml diminuent # (T-) 4 (CH 2 ) g Acr , ou empfichent cow- 

10 pl$tenent, (T-) g (CH 2 ) g Acr , l'effet cytopathogene . A 80 

cet effet inhibiteur est maintenu ou accru sans qu'on 
puisse constater, dans les cultures non infectees, les 
effets cytotoxiques observes dans le cas des oligonucleotide 
non couples 3 1'acriJine. L 1 intercalant AcrtCK^J^OH n'exerce 

15 pas c 'effet inhibiteur signif icatif ■ sur la multiplication 

virale a 0,25 et a 0,5 ug/ml. A 1 et a 2 yg/ml, ce produit 
se r€vdle toxique pour des cellules non infectees. En vue 
d'appr§cier la selectivite de son action anti-SV40, le 
produit (T-) ^ (CH 2 ) ^Acr a ete examin§ aussi vis-a-vis dc 

20 la multiplication du virus grippal A/Victoria (K^Nj) (en 

cultures de cellules r§nales KDCK) et des virus de 1' herpes 
type 1 et du rhinovirus IB (en cultures de cellules embryon- 
naires MRC^) . Aucune inhibition de l'effet cytopathogene 
n'a ete ccnstatee. Le produit (T-) g (CHj) gAci a ete examine 

25 egalement pour son effet inhibiteur §ventuel de la multi- 

plication du virus grippal et dans ce meme test il a ete 
trouve inactif. Ces resultats indiquent cue des olico- 
thymi.di :>. ates couples a une acridine exercent ces acrivi 
inhibitrices selectives vis-a-vis de la replication d 

30 virus (SV40) contenant dans son origine de replication 

sequences compl£mentaires correspondantcs . 
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EXEMPLE XX 

Activity inhibitrices de la multiplication 
de virus grippaux 

Le genome des virus grippaux consiste en ARNs 
en simple brin, segments en 8 fragments. Sauf dans le cas 
de l'ARfl qui code pour la neuraminidase (bis cistronique) , 
les autres ARNs codent chacun pour un seul gSne viral. 
La structure primaire de ces ARNs en position 3' est bien 
conserv§e parmi chacun de ces fragments et parmi les 
diffSrents variants antig&nes de virus grippal du jn§me type 
(A, B, C) qui ont 6t§ examines. Cette s§quence est : 

UCG(^)UUUCGUCC pour les 12 premiers nucleotides. De ce fait, 
c§coule la possibility d*ir.terf§rer avec la replication 
de plusieurs souches de virus grippal par le biais d'o.ligo- 
nuclSotides compl§mentaires de cette sequence et couples 
a un intercalant (acridine) . 

L'effet des composes des exemples IX, X 
et XI a ete etudie vis-a-vis de la multiplicaticr; des 

deux virus grippaux A/Victoria et A/Philippines (tous les 
ccu>: H...?:^) er. cultures de cellules MDCK. Des vlac*:c>s 
(24 puits, 2 cm ) contenant des monocouches cellulaires 
ont St§ videes de leur milieu de culture (milieu MEM avec 
sels de Earle, contenant 10 % de serum de veau fetal, 
0,22 % de bicarbonate sodique, 40 wg/ml de p§nicilline 
et 40 ug/ml de streptomycine) et inoculees avec 0,1 ml 
du produit I tester, 0,1 ml d'une suspension virale 
(S une dilution choisie de fa?on telle 3 obtenir apres 
3 jours de culture une destruction cellulaire -effet 
cytopathog&ne- complete) et 0,8 ml de milieu MEM (sels 
de Earle) contenant 5 pg/ml de trypsine, 0,22 I de 
bicarbonate sodique,- 40 yg/ml 6^ p£nicilline et 40ug/ml 
de streptomycine. 
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.je* CLlijiei. r.ur. infecttes par le virus ont £t£ utiiiseet 
pour recherf.'.e* les effets cytotoxiques §ventuels de ces 
produits. Les . iaques or.t §t§ incubSes S 37°C, sous une 
atmosphere a 10 % C0 2 . AprSs 3 jours d ' incubation , 1 ml 
de glutarald§hyde & 5 % est ajout§ par puit. 20 minutes 
aprSs, les puits sont vid§s et les couches cellulaires 
fjx£es sont color§es avec une solution §thanoiique (14 I) 
de crystal violet 3 0,1 % pendant 20 mintues* Apr&s 
ringage a I'eau, la destruction des couches est §valu4e 
au microscope et exprim§e en pourcentage (0 4 : couche 
intacte ; 100 I : couche enti^rement d§truite) . 

Les pourcentages de destruction cellulaire dans 
les cultures infect§es (effet cytopathog&ne) et dans lee 
cultures non infect§es (effet cytotoxique) sont indiques 
dans le tableau VI. 
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Lcs resultats obtenus inuiquent que le produit .: 
cxerce des eifets inhibiteurs vis-3-vis de la multiplica- 
tion des deux virus grippaux £ des concentrations (150 et 
300 yg/ml) qui sont d§pourvues de cytotoxicit§ sur des 
cultures cellulaires non infect§es. Les produits X et XI 
sont presque totalement inactifs (sauf une faxble inhibition 
sur le virus A/Philippines k 300 pg/ml pour le produit X). 
Conune cela est indiqu§ dans le tableau VI, le compos§ 
Acr(CK 2 )0H est dSpourvu d'activitfi. Ces rSsultats indicu<?.r.i. 
cue des oligonucleotides couples 2 un intercalant, par 
exemple le compost IX, peuvent Stre utilises conune 
inhioiteurs de la multiplication de virus grippaux. 

Penetration dans les cellules en culture 

Des cellu]2s en culture ont $t§ incubees en 
presence des oligonucleotides lifis de fagon covalente au 
derive intercalant de l'acridine. La p§n§tration a Ste 
suivie en mesurant la fluorescence de 1 1 intercalant de 
fagon qualitative (observation et prise de clich§s en 
microscope e de fluorescence) et de fagon quantitative 
(microspectrof luorimetrie) La fluorescence verte de 
(T-) g (CH 2 ) gAcr est clairement visible dans les cellules 
de Lewis (tumeur humaine du poumon) , dans les cell*.:les 
EL2 de souris ou dans des cellules CV1 de rein de singe. 
La penetration a lieu dans des temps tres courts. En 
15 minutes, la fluorescence intraceliulaire a attsinr 
son maximum. Le spectre de fluorescence enregistre par 
microspectrof luorimetrie sur une cellule Isolde est bx, - 
ce]ui attendu pour le c£riv£ de I'acri.dine utilii-* .1 
£ son oligodesoxynucleotide . 
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ABRZVTATIONS 



Dans la description, on utilise la represen 
tation condensfie des nucleotides suivante : 

]i 

- J 
-0- 

qui correspond 5 la forraule developpee : 

(5')-0-CH, E 




sur laquelle ont et# mentionnees les extremites (3') 
et (5'). 

Dans la pr§sente description, les abbreviations 
ci-apr§s sont utilis§es 



A 2 '-deoxyadcnosine 

C 2 '-deoxycy ticine 

C 2 ' -deoxy guanos ine 

bzA N-benzoyl-2 '-deoxyadcnosine 

anC N-anisoyl-2 '-deoxycy tidinc 

ib Qr N-isobutyryl-2 '-deoxyguanosine 

ODN oligodesoxy ribonucleotide 

Ar parachlorophenyle 

CKEt e-cyanoe thyl e 
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Et ethyl e 

DMTr diracthoxy tricyle 

MST mesi ty lenesulf onylietrarol idc 

DMT dinscchyl-1 ,5-tetrazole 

T thymidine 

• -KH 

0 

I 

Z"* : 

TEA rricchylnir.inc 
CCM chromatographic sur couche rcince 

Dans les fornules (DKTr)dbzA + anC i ibG + T - Ar, 
la liaison phosphodiester est representee par un trait ec 
la liaison phosphotr iester est representee par le svr.bolo 
(+} , chaque phosphate est protege par le groupe p-chloro- 
ph§nyle (Ar) . 
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HEVENDICATI0NS 



1) Application de composes oligonucleotides lies 
£ un agent intercalant pour le blccage s§lectif d'une 
sequence d'acide nucieique, dans laquelle ces composes 
sont constitu§s par un oligonucleotide ou un oligoCSsoxy- 
nucleotide consti.tu§ d'un enchalnement de nucl6oLides 
naturel ou modifie compiementaire de la sequence d'acide 
nucieique a bloquer seiectivenent , sur lequel se trouve 
fixe par une liaison covalente un groupe d 1 intercalation . 

2) Application selon la revendication 1, 
caracterisee en ce que la sequence d'acide nucieique 
constitue tout ou partie d'une sequence impliquee dans 

1 1 initiation , la propaaation ou la terminaison de la repli- 
cation d'un acide nucieique ,* de la transcription d'un ou 
plusieurs g&nes et/ou de lcur traduction. 

3) Application selon I'une des revendications 
1 et 2, dans laquelle les composes ont la formule 



B 



-j 

— O- 



p 

II 

o 



£ 
-J 



OR' 



(I) 



dans laquelle : 

les radicaux B peuvent 6tre identiques ou 
differents et repr§sentent chacun une base d'un acide 
nucl§ique naturelle ou modifiee ; 

les radicaux X, qui peuvent Stre identioues 
ou differents, representent chacun un oxoanion 0© , 
un thioanion S © , un croupe alkyle, un groupe alcoxv, 
aryioxy, aicoxy ou alkyle substitue par un heterocyc'le 
azote, un groupe aminoalkyle, un groupe aminoalcoxy , 
un groupe thioalkyle ou un groupement -Y-Z ; 
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20 



::5 



k c •: a j , qui peuvent §tre identiques ou 
c:: :££ rents, reprfisentent chacun un atome d'hydrog&ne 
ou un groupment -Y-Z dans leguel : 

Y repr§sente un radical alcoylfene droit ou 

ramifig -alk- ou un radical E 

i 

- p - O - alk - dans leauel 

d 

o 

E peut avoir les m§mes significations que X ; ou bien'un 
radical - Y "-0-Y' oC Y" et Y 1 peuvent avoir les signi- 
fications donnees pour Y ; et 

Z est un radical correspondant a un agent 
d ' intercalation ; 

J represente un atome d'hydrogene ou un groupe 

hydroxy ; 

n est un noiubre en tier y compris 0. 

4) Application selon la revendication 3, 
caracterisee en ce que 1" agent d ■ intercalation Z est 
choisi parmi les composes polycycliques ayant une confi- 
guration plane. 

5) Application selon la revendication 4, 
caracterisee en ce que Z est choisi parmi l'acridine. 
la furocoumarine ou 1 * ellipticine . 

6) Application selon l'une des revendications 

1 a 5, caracterisee en ce que le radical B est un radical 
correspondant a la thymine, 1 'adenine, la 2-aminoadenine 
et ses drives substitues, par exemple sur le N 6 ,par ur. 
groupe aminoalkylene ou par un groupe azidophenylalkylene , 
la cytosine, la guanine ou la guanine substitute 'sur le c 6 . 
par exeir.ple par un groupe (u<-alkylene) -9-acridine U 

(w-aminoalkyl) -aminoad£nine et ses derives substitute 
sur le NH 2 en u par un groupe acridine ; l'uracile, la 
5-bromo-uracile, le 8-azidoadenine ou un derive c k c -,. 
f'T'iivable des bases. 
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7} Application selon l'une des revendications 
1 fl 6, caract§ris§ en ce que le radical Z est choisi parmi 




8) Application selon l'une des revendications 
5 13 7, caract§ris§e en ce que B est choisi parmi, T, G, 

A, C et U ; X est choisi parmi 0® , m§thyle, Sthyle , 
propyle, m€thoxy, §thoxy, propcxy et J — H. 

9) Application selon la revendication l f 
caracterisee en ce que les co-poses sent choisis parr.i : 



(T-) (cn 9 ): 

n 2 ii 



10 





O(-CH-) - 
z n 



f 1 He T f\ I * C 

tJ o i*' o ^ o "si 0 N o 'r o( " a ' j!n ' 

d(T-C-A-(CH 2 ) n 2j 
c [c-C-C-7-G-A-(CH 2 ) n Z] 

d [t-a-a-c-c-c-t-c-a- (cn 2 ) n z ^ 

d[A-A-A-G-C-A-C-(CH 2 ) n Z] 

d [a-g-c-g-a-a-a-g-c-a-g- (CH 2 ) n z] 

A [/. - G-C-A-A-A-A-G-C-A-G- (CH 2 ) R Z ] 
d [C-T-G-C-T-T-T- (CH 2 ) ^z] 
d [C-C-T-G-C-T-T-T-T-G-C- (CKj) ^2 ] 
d [c-C-T-G-C-T-T-T-T-G-C- (CH 2 ) ^z] 
d[C- C-T-C-C-T-T-T-C- G-C-(CK-) Z"| 
dpr-C-G-T-C-C-(CH 0 ) Z"l 

d[c-G-C-A-7-C-G-T-C-G-(CH.J Z~\ 

<. n J 

dans lesv/uels Z est un agent intercalant. 
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10) Application selon I'une des revendications 
1 a 9, caract§ris§e en ce qu f on bloque la replication 
ou le developpement d'un virus, d'une bact6rie ou d'un 
parasite. 

11) Application selon la revendication 10, 
caract£ris§e en ce que la sequence d 'oligonucleotides 
ou d 'oligodesonucieotides est compl6mentaire d'une 
region de regulation, d' initiation ou de propagation 
de la replication. 

12) Application selon I'une des revendications 
1 a 9, caract6ris§e en ce qu'on bloque I'expression d'un 
gSne codant pour un facteur de resistance aux antibiotiques , 
aux antiviraux ou aux antiparasitaires . 

13) Application selon I'une des revendications 
lOet li , caract§ris€e en ce que le virus est le virus 

de la grippe ou le virus de 1 'herpes. 

14) Application selon I'une des revendications 
15 9, caract§ris§e en ce que la sequence d 'oligonucleotides 
ou d 'oligodesoxynucleotides est compiementaire d'une 
partie essentielle assurant l'expression d'un gene oncogene. 

15) A titre de medicament un compose constitue 
par un oligonucleotide ou un oligodSsoxynucleotide 
constitue d'un enchalnement de nucleotides naturel ou modif ie 
compiementaire d'une sequence d'acide nucieique a bloquer 
selectivenent, sur lequc-T se trouve fixe par une liaison 
covalente un groupe d ' intercalation. 

» 

16 ) A titre de medicament selon la revendica- 
tion 15, un compose de formule : 
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B 



\l 



-J 

— 0 



N 



-J 

_OR' 



(I) 



10 



15 



20 



dans laquelle : 

les radicaux B peuvent §tre identiques ou 
diffferents et repr&sentent chacun ur.e bane d'un acidc 
nucl£ique naturelle ou modifi§e ; 

les radicaux X, qui peuvent etre identiques 
ou difffirents, repr§sentent chacun un oxoanion 0 ® , 
un thioanion S ® , un groupe alkyle, un groupe alcoxy, 
aryloxy, alcoxy ou al^.yle substitu£ par un h6t§rocycle 
azot§, un groupe aminoalkyle , un groupe amxnoalcoxy , 
un groupe thioalkyle ou un groupement -Y-Z ; 

R et R ' , qui peuvent §tre identiques ou 
diffSrents, repr&sentent chacun un atome d'hydrog&ne 
ou un groupement -Y-Z dans lequel : 

Y repr§sente un radical alcoyl&ne droit ou 
ramifi§ -alk- ou un radical E 



i 

- P - 0 - alk - 
O 



dans leauel 



E peut avoir les mSmes significations que X ? ou bien up 
radical -Y B -0-Y' oO Y" et Y 1 peuvent avoir les signi- 
fications donnSes pour Y ; et 

Z est un radical correspondant 3 un a'gent 
d ' intercalation ; 

J repr§sente un atome d'hydrogfene ou un grou^z 

hydroxy ; 

n est un nombre entier y compris O. 
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17) A titre de medicament s Ion la revendica 
tion 16, un compost choi6i parmi : 




5 d[T-G-A-CCH 2 ) n Zj 

d[c-C-C-T-G-A-(CK,) Zl 

d [t-A-A-C-C-C-T-C-A- (CH„ ) 2 1 

z n J 

d[A-A-A-C-C-A-C-(CK.) z] 

d [a-g-c-g-a-a-a-g-c-a-g- (CH 0 ) z] 

10 d[A-C-C-A-A-A-A-C-C-A-C- (CHJ z] 

d [C-T-G-C-T-T-T-(CH 2 ) n Z] 
d [C-C-T-G-C-T-T-T-T-C-C- (CKj) r Z ] 

d [C-C-T-G-C-T-T-T-T-G-C- (CH, ) z] 

* n J 



7^ 



10 



o 



o 
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*[C-C.T-C..C-T.T-T-C-C-C-(CH,) Z ") 

d[T-C-C-T-C-C-(CH,) z] 
2 n J - 

d[G-C-C-A-T-C-C-T-C-C-(CHO Z~] 

<c n J 



dans lescuels Z est un agent intercalant. 

18) Composition pharmaceutique caract£ris€e 
en ce qu'elle comporte a titre de principe actif au 
moins un m§dicament selon l'une des revendications 15 
£ 17 et un support acceptable en pharmacie. 

19) Composition pharmaceutique selon la 
revendication 18, c*ract§ris§e en ce qu'elle comporte, 
en outre, un antibiotique , un agent antiparasitaire , un 
agent antiviral ou un agent antitumoral. 
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